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(57) Abstract 



The invention discloses a peptide which is a fragment of apoprotein All, having the formula ANx Pep ACy, wherein Pep is the 
27-77 fragment of apoprotein All (monomeric form) and corresponds to the sequence EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA 
GTELVNFLSY FVELGTQPAT Q, ANx is a deletion of x N-terminal amino acids of the Pep peptide as defined above, ACy is a deletion 
of y C-terminal amino acids of the Pep peptide as denned above, x is an integer of 0 to 31 inclusive, and y is an integer of 0 to 4 inclusive. 
The peptide of the invention is useful for example in the treatment of dyslipidemias. 

(57) Abrege* 

La prfsente invention a trait a un peptide, fragment de rapoprotelne All, caractense' en ce qu*il respond a la formule (I): ANx 
Pep ACy, dans laquelle Pep est le fragment 27-77 de rapoprotfine All (forme monomere) et correspond a la sequence: EKVKSPELQA 
EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY FVELGTQPAT Q ANx correspond a une dfldtion des x acides amintfs N-terminaux du 
peptide Pep d6fini ci-dessus, ACy correspond a une de!6tion des y acides amines C-teiminaux du peptide Pep d6fini ci-dessus, x est un 
nombre entier compris entre 0 et 31 (ces valeurs 6tant incluses), y est un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs 6tant incluses). 
Ce peptide est utile en th&apeutique, notamment vis-a-vis des dyslipidemies. 
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PEPTIDES 1NHIBITEURS DE LA PROTEINE DE TRANSFERT DES ESTERS 
DE CHOLESTEROL ETLEUR UTILISATION EN THERAPEUTIQUE. 

5 DOMAIN E DE L 'INVENTION 

La presente invention concerne en tant que produits nouveaux des 
peptides, fragments de I'apoproteine All (apoAII), et leur utilisation en 
therapeutique, notamment pour le traitement des dyslipiddmies et la prevention des 
maladies cardio-vasculaires. 
10 ART ANTERIEUR 

Dans les pays industrialises, les maladies cardio-vasculaires repre- 
sentee la principal cause de mortalite et constituent un probleme majeur, a la fois 
clinique et economique, en same publique. 

Plusieurs Etudes epidemiologiques montrent que l'un des principaux 
15 facteurs de risque est une concentration senque devee en cholesterol associe" aux 
hpoproteines de faible densite (LDL-chol). Elles indiquent aussi que le risque de 
ddvelopper une maladie cardio-vasculaire est inversement proportionnel a la con- 
centration senque en hpoproteines de forte density (les HDL). Cependant il est 
difficile de determiner si les concentrations elevees de HDL sont la consequence 
20 d'une activite metabolique anti-atherogene ou si les HDL sont directement 
imphquees dans la prevention de 1 'atherome. 

Les HDL joueraient un r61e important dans le "Reverse Cholesterol 
Transport" (RCT), c'est a dire, dans l'excretion du cholesterol cellulaire 
penpltenque en favorisant le transfer! de celui-ci vers le foie pour elimination. 
25 Les cellules intestinales et hepatiques secretent dans le flux sanguin des 

HDL naissantes. L'apoproteine AI (apoAI) est la proteine majoritaire des HDL 
elle s'associe aux phospholipides pour former un compiexe soluble susceptible 
d'accueillir des lipides et en particulier du cholesterol. La majeure partie des 
apoproteins (dont 1'apoAI) et des phospholipides constituant les HDL est issue des 
hpoproteines riches en triglycerides (TG). Durant leur sejour dans le compartment 
plasmatique, les HDL vont incorporer des apoproteines (apoAI, apoAII, apo 
C's,...) provenant du ntetabolisme des Hpoproteines riches en TG et des phos- 
pholipides (PL) resultant de la lipolyse des VLDL (hpoproteines de tres faible 
densite) et des chylomicrons. Elles vont aussi acquerir du cholesterol provenant des 
35 cellules des tissus extrahepatiques et d'autres hpoproteines. L'efflux du cholesterol 
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des cellules p6ripheriques (non hepatiques) vers les HDL est la premiere etape du 
RCT. C'est une etape critique dans Thomeostasie du cholesterol puisque la plupart 
des cellules ne peuvent pas cataboliser le cholesterol exogene qu'elles accumulent. 

Au sein des HDL, la "Lecithin Cholesterol Acyl Transferase" (LCAT) 
5 catalyse resterification du cholesterol. Cette reaction genere un potentiel de gra- 
dient de concentration en cholesterol entre les cellules extrahepatiques et les HDL 
qui favorise Tefflux cellulaire du cholesterol. La LCAT est responsable de la 
formation de la majorite des esters de cholesterol presents dans le plasma. Ces 
esters constituent la forme principale sous laquelle le cholesterol est transport^ dans 
10 le plasma. 

Ceci va conduire a la formation de HDL matures, spheriques et ayant 
une taille accrue. Les HDL subissent alors Taction de differentes prolines comme 
la lipase hepatique et la proteine de transfert des esters de cholesterol (CETP). La 
CETP est une glycoproteine de 74000 Da responsable du transfert des esters de 

15 cholesterol (CE), formes par la LCAT au sein des HDL, vers les Iipoproteines 
contenant Tapoproteine B, comme les Iipoproteines riches en TG, les VLDL et les 
chylomicrons. Comme le transfert des CE se fait en echange du transfert des TG, 
les HDL se retrouvent enrichies en TG. Elles deviennent un substrat pour des 
enzymes lipolytiques comme la lipase hepatique qui metabolise les TG en acide 

20 gras. 

Alors que les lipides des HDL sont catabolises, la particule restante 
peut etre recyclee pour favoriser Tefflux du cholesterol cellulaire ou bien etre 
d£grad£e via un site de fixation au niveau du foie (rhypothetique recepteur des 
HDL n'ayant a ce jour pas etd caracterise). 

25 Sous Taction de la CETP et des lipases, les VLDL sont metaboIis6es en 

particules plus petites, les "VLDL remnants" dont la composition en phospho- 
lipides (PL), en TG et en apoprot&nes est modifiee suite aux differents ^changes 
entre les Iipoproteines. Soit ces panicules sont eiiminees apres interaction avec des 
recepteurs specifiques, soit elles continuent k accumuler du CE, i s'appauvrir en 

30 TG et deviennent des panicules plus denses : les Iipoproteines de faible densite (les 
LDL). 

Les LDL se caracterisent par la presence majoritaire d'une seule 
apoproteine, (Tapo B) et d f un noyau riche en CE entoure par une couche de 
phospholipides et de cholesterol. Les LDL sont eiiminees du plasma par deux 
35 voies, Tune reguiee par un recepteur, Tautre independante d'un recepteur. 
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Chez un sujet normal, chaque jour, un tiers des LDL est Aimine - par 
l'interm&iiaire d'un recepteur a haute affinite, tandis que les deux tiers environ 
sont 61imines par des mecanismes non-specifiques. Apres avoir interagi avec un 
recepteur specifique reconnaissant l'apo B, les LDL sont internalisees et degradees 
5 au niveau du foie ou d'autres tissus. 

Les LDL sont susceptibles d'etre oxydees. Ces LDL oxydees (ox-LDL) 
sont alors reconnues par un recepteur a la surface des cellules endothelial et des 
macrophages. L'internalisation de ces LDL oxydees conduit a la formation de 
cellules riches en CE, les cellules spumeuses qui participent a la formation des 
1 0 plaques d 'athe" rome. 

Les modifications du profil lipoprottique rdsultant de l'activitf de la 
CETP suggerent que celle-ci pourrait etre impliquee dans l'atherogenese. Cette 
analyse est renforcee par plusieurs observations : 

A l'exception du cochon, les animaux ayant une activitd CETP faible sont 
resistants a ratherosclerose induite par un regime alimentaire gras. 
L'injection d'anticorps neutralisants dingers contre la CETP chez le lapin 
augmente les CE dans les HDL et diminue les TG dans les HDL. 
Les souris transgeniques exprimant la CETP ont un profil lipoprotfique 
modifie, associe avec le developpement de plaques d'atherome. 
Plusieurs observations cliniques tendent a montrer que, chez l'homme, une 
activite CETP elevee est correlee avec un risque athdrogene accru. 
Enfin, les personnes deficientes en CETP sont caractfrisees par un profil peu 
athdrogene, c'est a dire des concentrations faibles en LDL et dlevees en 
HDL. 

Pour plus de details concernant le r61e de la CETP, on pourra se 
reponer a des anicles tels que Swenson (Current. Opin. Lipid.. 1992, I, 67-74 ) 
ou Tall (J. Lipid Res., 1993, 24, 1255-1274). 

L'identification des facteurs regulant l'activite* de la CETP presente un 
grand intfret afin de developper des medicaments pour lutter contre les maladies 
30 cardio-vasculaires et l'atherosclerose. 

En paniculier, I'inhibition de l'activite" de la CETP semble etre un 
element favorable au traitement ou a la prevention de 1'atherosclerose. Par exemple 
il a ettS suggere dans le brevet US-A-5279540 d'eliminer la CETP du flux sanguin 
afin de require le risque ath6romateux. Une autre voie d'approche est proposee 
dans la demande PCT WO 93/11782 qui preconise 1'administration de peptides 
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denv& de la fraction N-terminale de I'apolipoproteine CI de babouin pour inhiber 
I'activite" de la CETP et ainsi diminuer le risque d'atherosclerose, ou dans la 
demande PCT WO 93/15198 qui utilise des polypeptides derives de l'apoprote'ine 
AIV pour le traitement des hypercholestdrotemies ou pour diminuer les risques 
5 d'accidents coronariens, sans toutetbis preciser un mode d'action lie a la CETP. 

Le role des apoAI et apoAII a fait I'objet de diverses publications 
comme par exemple Ohnishi (Biochemistry, 1993, 22, 5029-5035) qui attribue un 
caractere activateur aux apoAI et apoAII dans le transfen des lipides plasmatiques, 
alors que Rye (J. Lipid Res., 1992. 21, 215-224) et Lagrost (J. Biol. Chem., 1994, 
10 269., 3189-3197) semblent ddmontrer un role inhibiteur de 1'apoAII sur I'activite de 
la CETP. La determination du role de I'apoAII a ete" tented a l'aide de souris 
transgeniques qui expriment I'apoAII humaine en quantite importante et qui 
developpent des plaques d'atherosclerose quand elles sont soumises a un regime 
gras ou riche en cholesterol (Nature, 1993, 2fiL 762-764). Toutefois, il est a 
15 souligner que la presence de CETP n'a jamais et6 demontree chez la souris. 

La demande de brevet JP-A-63-237 795, qui decrit un precede de 
fabrication de I'apoAII suggere egalement son utilisation dans l'&ude et la therapie 
des hyperlipide'mies. D'une facon generate, la demande de brevet PCT WO 
87/02062 suggere d'utiliser les portions amphiphyles d'apoproteines pour favoriser 
20 le transport reverse du cholesterol. 

Par ailleurs, 1'etude de 1'apoAII a conduit certains auteurs comme 
S.J.T. Mao (Biochemistry, 1977, l&, 4150-4156 ; Biochemistry, 1981, 2Q, 1676- 
1680 et Peptides, 1983, 4, 343-349) a preparer des fragments de rapoAII afm 
d'identifier les sites d' interaction de rapoAII avec les phospholipides. 
2 5 OB JET DE L 'INVENTION 

La presente invention propose en tant que produits nouveaux, des 
fragments de l'apoproteine All (apoAII) qui ont la propriete' d'inhiber l'activit6 de 
la CETP et qui, du fait de cette propriete. peuvent etre utilises pour fabriquer des 
medicaments permettant de hitter contre les dyslipiddmies et les consequences qui y 
30 sont liees, telles que l'atherosclerose et ses complications vasculaires notamment 
coronariennes. 

La presente invention concerne les peptides dont la structure repond a la 
formule g6ndrale : 

35 ANx Pep ACy (I) 
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dans Iaquelle : 

- Pep represente le fragment 27-77, de I'apoproteine AH (obtenu par action du 
bromure de cyanogene sur I'apoproteine All) et correspond a la sequence : 

5 

EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

(SEQ ID No. 1) 

10 - ANx represente une delation des x acides amines N-terminaux 

- ACy represente une deletion des y acides amines C-terminaux. 

- x represente un nombre entier compris entre 0 et 31 (ces valeurs etant incluses), 

- y represente un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs etant incluses). 

Dans la suite du texte, un produit note par exemple "AN10 Pep" 
15 signifie qu'il s'agit du fragment correspondant a une deletion des 10 acides amines 
N-terminaux de la sequence SEQ ID No. 1, 1'extremiuS C-terminale n'ayant pas 6t6 
modifiee ; ce peptide correspond done au fragment 37-77 de la structure primaire 
de l'apo All. 

Les peptides selon I'invention sont des inhibiteurs de la CETP. Un 
20 autre objet de I'invention est I' utilisation de Tun au moins de ces peptides pour la 
fabrication d'un medicament utile pour le traitement ou la prevention des hyper- 
cholesterolemies et des effets qui y sont lids comme par exemple 1'atherosclerose et 
ses complications, notamment les accidents cardio-vasculaires. 
DESCRIPTION DETAILLEE DE L INVENTION 
25 1x5 Peptides selon I'invention peuvent etre synthases en utilisant la 

plupan des techniques de synthese peptidique aujourd'hui disponibles. D'une 
maniere generate ces techniques impliquent une synthese, dtape par etape, permet- 
tant 1'addition successive de chaque acide amine a la chaine polypeptidique qui 
croit progressivement. La synthese peptidique peut aussi etre realisee par con- 
30 densation de plusieurs fragments peptidiques et/ou en utilisant des enzymes dans 
des conditions particulieres (comme les proteases en milieu organique). 

Us acides amines sont lies entre eux par condensation entre le 
groupement carbonyle d'un acide amine et le groupement amine de 1'autre acide 
amine, pour former la liaison peptidique. Les groupements protecteurs sont choisis 
35 afin d'etre elimines facilement et pour ne pas influer negativement (notamment 
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racemisation ou hydrolyse des liaisons peptidiques formees) sur la synthase des 
polypeptides. Certains acides amines ont d'autres groupements fonctionnels sur une 
chaine lat^rale, comme par exemple le groupement hydroxyle de la tyrosine. II est 
d'habitude necessaire de bloquer ces groupements fonctionnels avec des grou- 
5 pements de protection, faciles a dimmer une fois la synthase du polypeptide 
terminee, de telle maniere qu'ils n'interterent pas lors de la formation des liaisons 
peptidiques. 

Plusieurs m&hodes ont ete d£veloppees pour la synthase peptidique. 
Elles sont caracterisees par differents protocoles d'activation et de coupure, ou par 
10 utilisation de differents groupements de protection, etc. Un grand nombre de 
groupements de protection ont et6 crees et optimises en fonction des protocoles de 
synthase. 

La plupart des techniques de synthese peptidique sont applicables k cette 
invention. La methode preferee dans cette invention est celle de la synthase pep- 
15 tidique en phase solide decrite par R.B. Merrifield adapt^e de manifere a utiliser des 
acides amines proteges en position N.ct. par un groupement 9-fluorfcnyl- 
m&hyloxycarbonyle (Fmoc). 

Le concept fondamental de la synthase peptidique en phase solide 
(SPPS) est base sur I'addition sequentielle d'acides amines N.a prot6g6s, ayant si 
20 n&essaire les chaines laterales protegees par des groupements approprids, sur un 
support polymerique insoluble (la resine) atln d'obtenir un peptide ayant son 
extr£mit6 C-terminale attachee au support par I' intermediate d'un bras. 

La strategic Fmoc emploie un systeme orthogonal ou le groupement 
protecteur de 1' amine en a est labile en conditions basiques et la liaison peptide - 
25 resine, ainsi que les groupements protecteurs des chaines lat£rales, sont labiles en 
conditions acides. 

La synthese Fmoc commence de l'extrdmite C-terminaie vers 
l'extrdmite N-terminale. 

Les acides amines ont leur groupement a-amine protege par un 
3 0 groupement 9-fluorenylm6thyloxycarbonyle (Fmoc) et les chaines laterales par un 
autre groupement comme par exemple dans le cas de la tyrosine un groupement t- 
butyle. Comme tous les peptides de cette invention ont un groupement carboxy- 
lique terminal libre, une r6sine de Wang est utilisee comme support solide pour 
chaque synthase. La resine de Wang, permet d'obtenir, apres coupure en milieu 
35 acide, le peptide avec un groupement carboxylique terminal libre. De plus, elle est 
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disponible dans le commerce (Novabiochem ou Saxon Biochemicals) avec le 
premier acide amine en position C-terminale deja attache. 

Durant la synthese, l'addition des acides amines subsequents s'effectue 
selon un protocole repetitif en deux etapes. La premiere etape est la d6protection 
du groupement protecteur de 1' amine en a par une solution diluee (20 %) de 
piperidine dans de la N-methyl-pyrrolidone (NMP). Ceci resulte dans l'obtention 
d'un groupement a-amine qui est deproteg^. La deuxieme etape est la reaction de 
couplage qui permet d'introduire un acide amine dont la fonction amine a est 
protegee par un groupement Fmoc. Differentes mdthodes de couplage sont 
possibles, parmi lesquelles on prtrere I 'utilisation de dicyclohexylcarbodiimide 
(DCC) en presence de 1 -hydroxybenzotriazole (HOBT) afin de former Tester 
active de l'acide amine a coupler. 

La synthese s'effectue en repetant ce cycle pour l'addition de chaque 
acide amine au peptide. 

La separation finale du peptide de la resine et I Elimination des grou- 
pements protectees des chaines laterales ^protection) sont realisees a temperature 
ambiante pendant trois heures dans une solution contenant 90 % d'acide trifluoro- 
acdtique et des molecules protectrices ou scavengers, (5 % d'anisol, 2 % d'eau, 
3 % de dodecanethiol), afin par exemple d'empecher la /m-butylation causee par 
la generation de cations *r/-butyle . Le protocole detail^ est donne dans la partie 
exp^rimentale qui suit. 
PARTIE EXPER1MENTALE 

Toutes ies syntheses de peptides sont conduites a 1'aide d'un systeme 
automause Modele 430 de Applied Biosystems, en utilisant la methodologie de 
protection "Fmoc" pour famine en position a des acides amine*. Pour plus de 
details on peut se reporter au manuel utilisateur de ce type d'appareil qui decrit les 
protocoles de synthese. 

Les syntheses realisees sur le synthenseur automatique sont en general 
conduites a partir de 0,25.10-3 mole d'acide amine support*. 
30 a) Liberation de I'amine de la resine de Wang 

Pour la synthese des peptides selon I'invention pour lesquels, dans la 
formule I, y = o, l'acide amine C-terminal sera une glutamine. On choisit done 
comme produit de depart une resine selon Wang (JACS, 1973, 25,-1328) a base de 
polystyrene reticule avec 1 % de divinylbenzene. fonctionnalisee avec un bras de 
liaison du type alcool 4-alcoxy-benzylique. portant deja une glutamine protegee 



20 



25 



35 



WO 96/05227 PCT/FR95/01076 



est&ifiee sur le bras de liaison. Cette rtsine. ainsi substitute, est disponible dans le 
commerce (Novabiochem). La fonction amine, prot6g6e par un groupement Fmoc, 
est Iib6r6e par action d'une solution de pip6ridine £ 20% dans la N-m&hyl- 
pyrrolidone. La resine est ensuite lavee avec de la N-methylpyrrolidone. 
5 b) Condensation du second acide amine 

Le second acide amine est une threonine. On utilise ici une L-thr6onine 
prot^gfe sur la fonction amine par un groupement Fmoc et sur la fonction alcooi 
par un groupement t-butyle. La condensation de la fonction acide libre sur la 
fonction amine libre de la glutamine portSe par la resine de Wang est faite aprfes 
10 activation de la fonction acide en presence de DCC (dicyclohexycarbodiimide) et 
de HOBT (1-hydroxy-benzotriazole). 

Apres traitement avec le melange reactionnel la resine est lavee avec de 
la N-methylpyrrolidone. Afin d'assurer un bon rendement de condensation, la 
lysine est mise une nouvelle fois en contact avec le melange reactif puis k nouveau 
15 Iav6e. 

On ajoute ensuite une solution de piperidine a 20% dans la N-m6thyl- 
pyrrolidone, afin d'Sliminer le groupement Fmoc protegeant la fonction amine de 
la threonine, puis on lave la rfsine avec de la N-methylpyrrolidone. 

De fa?on analogue, on condense les acides amines suivants par une 
20 suite de reactions semblables. en utilisant chaque fois 4 equivalents d'acide amin6 k 
greffer pour 1 equivalent de peptide supporte par la resine. 

Dans le cas de la synthase de peptides comportant plus de 25 acides 
amines, le couplage de la plupart des acides amines est realise deux fois de suite. 
Le melange de couplage est renouvel6 par un melange frais. Cette methode permet 
25 d'obtenir des rendements de couplage trfcs Sieves, ce qui est n&essaire lors de la 
synthase de longs peptides. 

Les diffSrents acides amines utilises sont tous proteges par un 
groupement Fmoc sur 1* amine en a de r acide. Les chatnes lat6rales sont protdg^es 
par des groupements r^sistants aux agents basiques : t-butyl 6ther pour les fonctions 
30 alcool de la serine, de la threonine et de la tyrosine, t-butyl ester pour les fonctions 
acides latdrales des acides aspartique et glutamique, Boc (t-butyloxycarbonyl) pour 
la fonction amine latdrale de la lysine, et trityle pour les fonctions amide de 
1'asparagine et de la glutamine. 

Aprfes la reaction de condensation d'un nouvel acide amin6 protSgd par 
35 un groupement Fmoc, le controle de la reaction est fait sur un echantillon de rtsine 
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avani la reaction de deprotection : pour effectuer ce contrdle, on lave Techantillon 
avec du dichloromethane. on le seche et on le pese, puis on fait agir un melange 
compose de 50% de piperidine et 50% de dichloromethane pendant 20 mn. On 
filtre la resine et on concentre le tlltrat pour le reprendre avec un volume prdcis de 
5 dichloromethane. On determine sur cette solution la teneur en dibenzofulvene par 
dosage par spectrometrie d'absorption tLV h 301 nm. On determine ainsi le taux 
de substitution de la resine. 

c) Liberation du peptide 

Lorsque tous les acides amines ont ete condenses en repdtant autant de 
10 fois que necessaire des reactions analogues a 1'exemple b), la resine est mise en 
presence d'un melange compose de 90% d'acide trifluoroac&ique, 5% d'anisole, 
3% de dodecanethiol et 2% d'eau pendant 3 heures a temperature ambiame. Le 
milieu reactionnel est filtre et le tlltrat est melange a de I'6ther diethylique pour 
pr&ipiter le peptide. Celui-ci est sdpare par centrifugation et on obtient ainsi aprfes 
15 sechage le peptide brut. 

d) Purification 

Le peptide brut est dissous dans un melange d'acftonitrile et d'une 
solution aqueuse de chlorohydrate de guanidine 8M puis purifie par 
chromatographic en phase inverse sous pression sur gel de silice greffee de type 
20 RP18 en eluant avec un gradient compose d'eau a 0,1% d'acide trifluoroac&ique 
(A) et d'acetonitrile contenant 0,1% d'acide trifluoroacetique (B), la composition 
variant de 20 k 70% de B sur une duree de 50 mn. 

Les fractions contenant le peptide pur sont lyophilisees et on obtient le 
produit sous forme d'un solide blanc floconneux. 
25 En variants avant le stade b), quand il est necessaire de fixer le 

premier acide amine sur le bras de liaison de la resine, la fixation dudit premier 
acide amine sur la resine de type WANG peut etre rdalisee comme suit : 
a) le couplage du premier acide amine sur la resine de type WANG est realist 
en presence d'un catalyseur d'esterification, la dimdthylaminopyridine 
30 (DMAP) de I'agent de condensation dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 

rhydroxybenzotriazole HOBT : ou encore, 
p) un melange de 1 equivalent en acide amine, 1 equivalent en 2-(lH- 
benzotriazole-l-yl)-l , 1 ,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate 
(HBTU) t et 2,2 equivalents de diisopropylethylamine et 0,1 k 0,2 equivalent 
35 de 4-dimethylaminopyridine. 
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Les produits obtenus apres la purification du stade d) sont controls par 
analyse sequentielle (sur un analyseur automatique utilisant la degradation 
d'EDMAN), par HPLC analytique et par spectrometrie de masse (appareil MATT 
FINNIGAN TSQ 700 . triple quadrupole avec systeme d'ionisation ESI). 
5 Les valeurs obtenues par spectrometrie de masse sont regroupees dans 

le tableau I, dans lequel figurent egalement des peptides connus qui ont ete testes 
en comparaison avec les produits selon Invention. Dans ce tableau, les peptides 
selon l'invention sont les exemples. identifies par les valeurs x et y correspondam a 
la formule I et les produits indiques "fragment 17-30". fragment "51-60" et 
10 fragment "1-38 apoCl" sont des produits connus, decrits dans les demandes de 
brevet ou publication de I 'art anterieur : 

- "fragment 17-30" et "fragment 51-60" sont des fragments de 
TapoAII decrits dans WO87-02062 comme etant des agents 
favorables au transport reverse du cholesterol. 
15 . "fragment 1-38 apoCl est un fragment de l'apo CI de babouin, 

decrit comme inhibiteur de la CETP par R.S. Kushwaha (J. Lipid 
Res., 1993, 3A 1285-1297). 
En bref, les peptides selon SEQ ID No. 1 sont tous nouveaux, a 
1'exception de ceux pour lesquels le couple (x, y) a les valeurs suivantes (0,0) ; 
20 (13,0) ; (20,0) ; (23,0) ; (25,0) ; (27.0) ; (28,0) ; (29,0) ; (30,0) et (31 .0). 

En revanche, I'utiiisation therapeutique selon l'invention de tous les 
peptides selon SEQ ID No. 1. qu'ils soient connus ou nouveaux. est nouvelle. 

Les peptides selon l'invention peuvent aussi etre prepares par d'autres 
techniques connues de la chimie ou par les methodes de genie genetique. Les 
25 peptides peuvent etre synthases et produits par des cultures de bacteries, de 
levures ou de cellules animales contenant un fragment d'ADN codant pour le 
peptide et les sequences d'ADN necessaires a son expression. 
ACTIVITE BIOLOG1QUE 

Les peptides selon l'invention ont ete evalues quant a leur potentiel 
30 therapeutique pour le traitement des hypercholesterolemies, par une mesure de leur 
pouvoir inhibiteur vis-a-vis de l'activite de la CETP. 

On sait que pour augmenter 1' elimination du cholesterol par les cellules 
hepatiques, il est important de favoriser le transport des esters de cholesterol par 
les HDL, et de limiter le transfert des esters de cholesterol des HDL vers le LDL. 
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Les produits selon I' invention ont gte* evaluds en mesurant leur capacity 
a inhiber le transfert des esters de cholesterol des HDL vers les LDL resultant de 
l'activite CETP. 

Pour effectuer ces mesures, on utilise des HDL associees a des esters de 
5 cholesterol marques au tritium ( 3 H-CE-HDL) que Ton incube en presence de LDL, 
de CETP et des peptides selon 1' invention. Apres separation des HDL et des LDL 
par precipitation puis centrifugation des LDL, le transfert des esters de cholesterol 
des HDL vers les LDL est mesure par comptage de la radioactivity dans le 
surnageant. Cette methode permet d'evaluer le pouvoir inhibiteur des differents 
10 peptides vis-a-vis de l'activite de la CETP. Des mesures identiques ont ii€ fakes 
avec l'apoAII et les produits connus de Tart anterieur. 

A fin de comparaison. le pouvoir inhibiteur a d'abord ete evalue' pour 
1'apoAII a differentes concentrations : la mesure montre que Inhibition augmente 
avec la concentration et que Ton atteint une inhibition presque totale au dela d'un 
15 concentration de 20 \.M. Les valeurs obtenues sont reportees sur la figure 1 dans 
laquelle on a represent I' inhibition en ordonnee (0% represente une absence 
d'inhibition, c'est-a-dire que l'activite de la CETP n'est pas perturbee et 100% 
represente une inhibition totale de la CETP c'est-a-dire que Ton retrouve les 
valeurs obtenues en 1'absence de CETP), en fonction de la concentration en apoAII 
20 dans le milieu d'incubation. Les peptides selon I'invention ont €ii evalufe a une 
concentration de 20 mM, soit la concentration a laquelle l'apoAII atteint son 
activite maximale. 
PARTIE EXPERIMENTALE 
a) Preparation des solutions de peptides 
25 Apres purification par HPLC (partie expgrimentale de la synthese), les 

peptides sont lyophilises et conserves a -20° C. 

Prealablement aux essais, les peptides sont dissous dans une solution de 
chlorure de guanidine 6 M pour obtenir une solution contenant 10 mg de peptide 
par ml. La solution est ensuite diluee deux fois avec du tampon 10 mM Tris, 150 
30 mM NaCl a pH = 7,4 et chromatographies par FPLC ("Fast Protein Liquid 
Chromatography") en utilisant une phase SUPERDEX® 30 (Pharmacia) et une 
solution de chlorure de guadinine 1 M, 10 mM Tris. pH = 7.4 comme eluant. Si 
necessaire, les fractions obtenues sont concentrees sur membrane YM3 (Amicon) 
pour obtenir une concentration superieure a 300 nM. Enfin. les sels r£siduels de 
35 guadinine sont elimines par chromatographic en utilisant une phase SEPHADEX® 
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25 Superfine, en eluant avec une solution contenant 500 mM NaCl, 10 mM Tris, 
0,2% cTazoture de sodium, pH = 7.4. Les fractions contenant le peptide sont 
rassemblees et utilisees directement. 

La concentration de chacun des peptides est determinee par spectro- 
5 m&rie d'absorption a 276 nm en utilisant les coefficients d'extinction molaire de 
1450 M^cm* 1 pour les peptides comportant une tyrosine, 2900 M^cm" 1 pour les 
peptides comportant 2 restes Tyrosines. 5945 M^cnT 1 pour 1'apoAII d'origine 
humaine, et 5400 M^cm" 1 pour le fragment d'apoCl de babouin connu de Tart 
ant&ieur. La concentration des fragments 17-30 et 51-60 de 1'apoAII (produits 

10 connus) est determinee par pesee. 
b) Preparation de la CETP 

Du serum humain depourvu en lipoprot£ine (LPDS) est obtenu par 
centrifugation (70 heures) de plasma frais (250 ml) dont la densite est ajustee k d = 
1.25 par addition de KBr solide. 

15 Une fraction enrichie en CETP est obtenue a partir du LPDS par 

difftrentes chromatographies successives : chromatographic d' interactions hydro- 
phobes (PHENYL SEPHAROSE®, Pharmacia), chromatographic d'adsorption 
(H YDROX YLAP ATITE® , HA, Biorad) et chromatographic 6changeuse d'ions 
(MONO Q ION EXCHANGE®, Pharmacia). 

20 Le LPDS est sature par du NaCl solide, puis depose sur une colonne de 

900 ml de PHENYL SEPHAROSE® HS (Pharmacia) <fc}uilibree par une solution 
de NaCl 4M. La colonne est eluee par environ deux litres d'un tampon Tris 10 
mM, NaCl 150 mM a pH = 7,4, puis la CETP retenue est eluee par de l'eau pure. 

La fraction aqueuse apres chromatographic sur PHENYL 

25 SEPHAROSE® est concentree sur membrane YM 30 (Amicon) pour obtenir un 
volume de 250 ml puis on ajoute du NaCl de fagon a obtenir une concentration de 
2 M. Cette fraction est chromatographic sur une colonne de 50 ml de PHENYL 
SUPEROSE® (Pharmacia) a un debit de 5 ml/minute. La colonne est elute par 50 
ml d'une solution aqueuse de NaCl i2M, puis par un gradient lin&ire de 500 ml 

30 allant de 2 M en NaCl i du tampon Tris 10 mM, 150 mM NaCl pH = 7,4 et pour 
terminer par 200 ml du meme tampon Tris. La CETP retenue est ensuite elu6e par 
de l'eau pure (comme precedemment). La fraction contenant la CETP, ajustte & 50 
mM en NaCl, 10 mM Tris, 0,2% en azoture de sodium et pH - 7,4, est ensuite 
concentre sur membrane YM30 (Amicon) pour obtenir environ 16 ml de solution. 
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L'activite specifique de la CETP est de 3,0 a 3,4. 10* 7 mole de CE 
transferee par milligramme de proteine et par heure. 
c) Preparation de 1'apoproteme All 

L'apoproteine AH est purifiee a partir d'une preparation contenant les 
5 prolines extraites des HDL. Les HDL sont isolees a partir de 1 litre de plasma 
humain frais par deux ultracentrifugations cons&utives (rotor 45 Ti, 40.000 rpm, 
20 °C), I'une a une density de 1,07 pendant au moins 24 heures, l'autre a une 
densite de 1,25 pendant 48 heures (les densites sont ajustees par addition -de KBr 
solide). 

10 fraction contenant les HDL est enstiite chromatographic sur une 

colonne de 40 ml de CONCANAVAL1N® a (Pharmacia) afin d'eliminer 
l'Apoproteine E et les traces contaminantes d'apoproteine B. 

La fraction contenant les HDL (environ 50 ml) est ensuite dialysee trois 
fois contre I litre de tampon Tris 10 mM, NaCl 150 mM a pH = 7,4 pendant une 
15 heure. Les prolines en solution dans environ 50 ml d'eau sont extraites des HDL 
par trois delipidations successives a I'aide de melanges ethanol/ether (a raison de 
deux litres de melange pour les HDL issues d'un litre de plasma pour les deux 
premieres et un litre de melange pour les HDL issues d'un litre de plasma dans la 
derniere) dont la concentration en ether augmente (3/1, 1/1, 1/3. V/V). Lors de la 
2 0 premiere delipidation la phase organique est eliminee par decantation; lors des deux 
autres elle est eliminee par centrifugation. Pour terminer, les prolines sont lavees 
avec de l'dther pur. 

Les prolines (apo HDL) extraites des HDL sont dissoutes dans 20 ml 
d'une solution 6 M en chlorure de guadinine sous agitation pendant une nuit. 
25 A Pres dilution par 20 ml de tampon Tris 10 mM. NaCl 150 mM a 

pH = 7,4, la fraction proteique est cemrifugee pour eliminer les agregats inso- 
lubles puis chromatographiee (gel filtration) sur une colonne de 300 ml de 
SUPERDEX® 75 (Pharmacia) avec un Tampon Tris 10 mM, 1 M en chlorure de 
guadinine, pH = 7,4 comme solvant dilution. Dans ces conditions non rdduc- 
trices, 1'apoAII est eluee apres le pic correspondant a 1'apoproteme AI. Les 
fractions contenant 1'apoAII sont rassemblees et incubees pendant une heure en 
presence de DTT (dithiothreitol) a 6.5 mM. La solution est finalement chroma- 
tographiee a nouveau sur colonne de Sephadex 75. Dans ces conditions. 1'apoAII, 
presente en solution sous sa forme monomere, est separee de I'apoAl ; les fractions 
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sont rassemblees et stockees a 4 °C pour une utilisation ulterieure (la teneur en 

apoAII est determined par dosage en spectromeme U.V.). 

d) Preparation des lipoproteines marquees aux esters de cholesterol trities 

Les HDL marquees aux esters de cholesterol trities ( 3 H-CE) sont 
5 preparers en incubant les HDL purifiees en presence de vesicules de phospha- 
tidylcholine de jaune d'oeuf (EPC) contenant du 3 H-CE. Pour preparer les 
v*sicules d'EPC - 3 H-CE. 8 mg d'EPC sont dissous dans 20 ml de p-xylene auquel 
on rajoute 9,25 MBq de 3 H-CE (Amersham-Buchler) dans 250 \x\ de toluene. 
Apres congelation le melange est lyophilise. 
10 Le melange EPC - 3 H-CE est disperse dans 4 ml de tampon 10 mM 

Tris, 150 mM NaCl a pH = 7,4 puis traite par une sonde a ultrasons pendant 5 
minutes a 10 °C. Le traitement aux ultrasons est repete 6 t'ois jusqu'a obtenir un 

eclaircissement du melange. 

Les HDL sont purifiees par ultracentrifugation dans un rotor 45 Ti 
15 (Beckman) a 40.000 tr/mn pendant 24 heures a partir de 250 ml de plasma frais, 
auxquels sont ajoutes des conservateurs (1 mM pCMB (acide p-chloromercuro- 
benzoique), 10 mM DTNB (acide 5,5*-dithio-bis-(2-nitrobenzoique)), 10 mM 
EDTA (acide ethylenediaminet&racetique), 0.02% NaN 3 ), dont le pH est ajuste" a 
pH = 7,4 et la densite est ajustee a 1,07 par du KBr solide. Le surnageant 
20 contenant les lipoproteines autres que les HDL est dlimine. Les 4 ml de v£sicules 
d'EPC marquees au 3 H-CE (ves. 3 H-CE-EPC) sont rajoutes a la fraction contenant 
les HDL puis celle-ci est incubee 70 heures a 37 °C. La fraction est centrifugee 
dans un rotor 70 Ti a 50.000 tr/mn pendant 24 heures, le surnageant contenant les 
lipides est ^limine. La densite est ajustee a 1.25 par du KBr solide, puis la fraction 
25 est centrifugee dans un rotor 70 Ti 50.000 tr/mn pendant 48 heures. La fraction 
contenant les HDL marquees purifiees est stockee a 4 °C. 
e) Essais d'inhibition de I'activite CETP : 

Comme indique precedemment, 1' activity de la CETP est determinee en 
mesurant le transfert des esters de cholesterol trities portes par les HDL vers les 
30 LDL. Pour effectuer cette mesure, 35 a 40 m-1 de la fraction enrichie en CETP sont 
incubes en presence de HDL associees au 3 H-CE (equivalent a 10 \xg de choles- 
terol) et de LDL (equivalent a 100 Mg de cholesterol), en presence ou non du 
peptide dont on veut determiner Tactivite. Le melange est complete a 500 \x\ par 
une solution 25 mM de phosphate de sodium 150 mM NaCl, 1,4 mM EDTA, 
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2,5 mM DTNB, 1% d'albumine de serum de bovin et pH = 7,4. L'incubation 
dure 3 heures a 37 °C. 

A la fin de l'incubation, la reaction de transfert des esters de cholesterol 
entre les lipoproteines est arretee par addition de 500 til d'une solution de phospho- 
5 tungstate de magnesium (PTA) (concentration finale : 0,048 % PTA, 12 mM 
Mg2+). Les LDL precipit^es sont yiiminees par centrifugation et la radioactivity 
du surnageant est mesuree a l'aide d'un compteur a scintillation liquide (on ajoute 
10 ml de liquide a scintillation an surnageant et le comptage s'effectue pendant 10 
mn). Dans ces conditions, l'activite de la CETP seule correspond k 1,89. 10"3 mole 
10 de CE transtere des HDL vers les LDL par heure. 

Pour evaluer le pouvoir inhibiteur d'un peptide sur 1 'activity de la 
CETP, on effectue simultanemem 4 mesures dans les conditions suivantes : 

- la premiere mesure S\ represente la radioactivite en dpm mesuree 
dans le surnageant de I'essai contenant les lipoproteines, la CETP et 

15 le peptide (activity modifiee de la CETP). 

- la second mesure S t represente la radioactivity en dpm mesurde dans 
le surnageant de I'essai contenant les lipoproteines et la CETP 
(activity normale de la CETP). 

- la troisieme mesure B| represente la radioactivity en dpm mesurye 
20 dans le surnageant de I'essai contenant seulement les lipoprotyines 

(controle "4 blanc"). 

- la quatrieme mesure B2 represente la radioactivite en dpm mesuree 
dans le surnageant de I'essai contenant les lipoproteines et le peptide 
(controle a blanc en prysence du peptide). 

25 L'activite normale de la CETP est representye par la diffyrence Bj-S t 

(cette valeur est directement proportionnelle a 1 'activity de la CETP). 

L'activite modifiee de la CETP en prysence du peptide est representye 
par la diffyrence Eb-S] (cette valeur est directement proportionnelle a 1' activity 
modifiye de la CETP et supprime une eventuelle activite qui pourrait etre due au 
30 peptide seul). 

On peut exprimer r activity inhibitrice du peptide en fonction de la 
quahtity relative des esters de cholesterol transferes en 3 heures en Tabsence ou en 
prysence du peptide par la valeur : 
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B 2- S l 

% CE = x 100 

B r S t 

5 Ainsi, un peptide non inhibiteur autorisera un transfert de CE identique 

k celui qui est observe en presence de la CETP seule et la valeur relative sera de 
100%. Inversement, un peptide tres inhibiteur supprime totalement le transfert 
(toute la radioactivite est conservee dans le surnageant) et on obtient une valeur 
relative de0%. 

10 Pour obtenir une valeur representative de 1' inhibition IN proportion- 

nelle au pouvoir inhibiteur du peptide vis-a-vis de la CETP on utilise la formule : 

(Bj-S t )-(B 2 -Si) 

IN(exprime en %) = x 100 

15 B]-S t 

Suivant cette expression, un peptide totalement inhibiteur de I'activit6 
CETP conduit k une valeur IN = 100%. Inversement, un peptide inactif conduit k 
une valeur IN = 0% et un peptide possedant une action stimulatrice de la CETP 
20 fera apparaitre une valeur IN negative. 

Les essais decrits ci-dessus ont ete conduits avec l'apoproteine All k 
differentes concentrations afin de determiner une concentration minimale 
permettant une inhibition importante de I'activite de la CETP. 

Les resultats de ces mesures sont representes sous forme de graphe dans 
25 la figure 1 qui indique en ordonnee I'activite inhibitrice obtenue en fonction de la 
concentration de I'apoAII. Compte tenu des valeurs obtenues pour I'apoAII, les 
essais faits avec les peptides selon I'invention ont €\6 conduits k une concentration 
20 |iM. Les resultats obtenus sont reportes dans le tableau II dans lequel figurent 
les peptides selon T invention indiques en exemples et les trois produits de Tan 
30 antfrieur mentionnes precedemment. Pour chaque produit teste, on a indiqu6 la 
valeur IN (pouvoir inhibiteur de I'activite de la CETP) et la valeur INR qui 
exprime le pouvoir inhibiteur des peptides par rapport au pouvoir inhibiteur de 
I'apoAII k une concentration 20 j.iM. 

Les peptides selon I'invention sont des inhibiteurs de la CETP et de ce 
3 5 fait, leur aptitude a ralentir ou inhiber le transfert du cholesterol, des triglycerides, 
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des esters de r&inol ou des phospholipides pent etre mise a profit pour en faire des 
principes actifs de medicaments. 

Conviennent notamment les peptides de formule I ci-dessus oil x est 
compris entre 8 et 15. d'une part, et entre 20 et 23, d'autre part. 
5 Un autre objet de Pinvention concerne done des compositions phar- 

maceutiques contenant un ou plusieurs peptides selon Pinvention en quantity thdra- 
peutiquement efficace et en association avec un excipient physiologiquement 
acceptable. 

De telles compositions pharmaceutiques sont, de preference, destinies 
10 au traitement preventif ou curatif des affections liees aux hypercholestdrolemies. 
En particulier ces compositions pharmaceutiques trouvent leur utilisation pv6f6r€t 
dans la prophylaxie des plaques d'atherome. la regression des plaques d'atherome 
et la diminution des risques d'accidents cardio-vasculaires. 
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TABLEAU I 



Exemple (SEQ. ID) 


X 


y 


Masse 


Masse 








theorique 


explrimentale 










mesuree 


1 (SEQ. ID No. 1) 


0 


0 


5745,6 


5743.6 ± 1.0 


2 (SEQ. ID No. 2) 


8 


0 






3 (SEQ. ID No. 3) 


9 


0 






4 (SEQ. ID No. 4) 


10 


0 


4635.3 


4633.7 ±0.8 


5 (SEQ. ID No. 5) 


11 


0 






6 (SEQ. ID No. 6) 


12 


0 


4435,1 


4435.6 ± 1,7 


7 (SEQ. ID No. 7) 


14 


0 


4216.90 


4217.0±0.7 


8 (SEQ. ID No. 8) 


16 


0 


3909,50 


3908,2 ±0.1 


9 (SEQ. ID No. 9) 


18 


0 


3652,20 


3650.8 ± 0,9 


10 (SEQ. ID No. 10) 


20 


0 


3437,00 


3437.6 ±0.5 


11 (SEQ. ID No. 11) 


22 


0 


3179,70 


3177.8 ± 0,6 


12 (SEQ. ID No. 12) 


24 


0 


2965,40 


2965.7 ±0.3 


13 (SEQ. ID No. 13) 


26 


0 


2755.20 


2754.0 ±0.4 


14 (SEQ. ID No. 14) 


28 


0 


2513.80 


2513.1 ± 0,4 


15 (SEQ. ID No. 15) 


30 


0 






10 (SEQ. ID NO. 10) 


y 


A 

4 


a ma da 


4juy, I ± U,3 


17 (SEQ. ID No. 17) 


ll 


4 


4108.80 


4107.7 ±0.4 


18 (SEQ. ID No. 18) 


13 


4 


3909,50 


3908.2 ± 0.2 


19 (SEQ. ID No. 19) 


15 


4 


3659.20 


3658.5 ± 0.0 


20 (SEQ. ID No. 20) 


0 


4 






apo All 






8690.9 


8691 


frag 1-38 apo Cibabouin 






4276.80 


4276.7 ± 0.3 


frag. 51-60 






1069.30 


1069.60 


frag. 17-30 






1626.90 


1626.7 ± 0.5 
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TABLEAU II 



EXEMPLE 


X 


y 


IN 


INR 


1 


0 


0 


36.70 


42.3 


2 


9 


0 


39.62 


45.7 


3 


10 


0 


39,01 


45.0 


4 


1 1 


0 


51,10 


59.0 


5 


12 


0 


71.02 


81.9 


6 


14 


0 


32,78 


37,8 


7 


16 


0 


15,77 


18,2 


8 


18 


0 


11,19 


12.9 


9 


20 


0 


23.55 


27.2 


10 


22 


0 


40.45 


46.7 


11 


24 


0 


12.60 


14.5 


12 


26 


0 


12.02 


13.9 


13 


28 


0 


6.84 


7,9 


14 


30 


0 


1.95 


2 2 


1 j 


9 


4 


39.84 


46.0 


16 


11 


4 


38,75 


44,7 


17 


13 


4 


38,22 


44,1 


18 


15 


4 


13,10 


15,1 


apoAII 10nM 






58,87 


67.9 


apoAII 20nM 






86.67 


100 


frag 5 1-60 






-2.59 


-3.0 


frag 17-30 






1,01 


1,2 


1-38 apo Cj babouin 






0,42 


0,5 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: LABORATOIRES FOURNIER S.C.A. 

(B) RUE: 9, rue Petitot 

(C) VILLE: DIJON 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL (ZIP): 21000 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Peptides inhibiteurs de la 

proteine de transfert des esters de cholesterol et 
leur utilisation en therapeutique 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20 

(IV) FORME LISIBLE SUR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE MEDIUM: Disquette 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME DE TRAITEMENT: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 



(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 9410037 

(B) DATE DE DEPOT: 16-AOUT-1994 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Glu Lys Val Lys Ser Pro Glu Leu Gin Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe 
15 10 15 

Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr 
20 25 30 

Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro 



Ala Thr Gin 
50 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO:* 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 3 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 



(EPO) 



35 



40 



45 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Gin Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr 
15 10 15 

Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr 
20 25 30 

Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro 
15 10 15 

Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe 
20 25 30 

Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu 
15 10 15 

lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val 
20 25 30 

Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 40 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 5: 



35 



40 



35 



40 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 0 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
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(D) TOPOLOGIE: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He 
15 10 15 

Lvs Lvs Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu 
20 25 30 

Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 40 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Lvs Ser Tvr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys 
15 10 15 

Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu 
20 25 30 

Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala 
1 5 10 ' 15 

Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr 
20 25 30 

Gin Pro Ala Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 3 5 acides aminfes 
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(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Glu LyB Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr 
IS 10 15 

Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro 
20 25 30 

Ala Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu 
1 5 10 15 

Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr 
20 25 30 

Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 10: 

(i) C ARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn 
15 10 15 

Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 11: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
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(D) T0P0L0GIE: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu 
15 10 15 

Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr 
15 10 15 

Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides amines 

(B) TYPE: acide aminS 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

lie Lya Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val 
15 10 15 

Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu 



5 10 15 



Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr 

5 10 15 

Gin Pro Ala Thr Gin 

20 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro 

5 10 is 

Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe 



25 30 



Val Glu Leu Gly Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 6 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
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Ala Lva Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He 
15 10 15 

Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu 
20 25 30 

Leu Gly Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys 
1 5 10 15 

Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly 
20 25 30 

Thr Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 2 acides amines 

(B) TYPE: acide amin§ 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly 
15 10 15 

Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



20 



25 



30 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

Glu Lys Val Lys Ser Pro Glu Leu Gin Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe 
15 10 15 

Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr 
20 25 30 

Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin 
35 40 45 



WO 96/05227 PCT/FR95/01076 

28 



REVINDICATIONS 



5 

1. Peptide, fragment de l'apoproteine AH, caracterise en ce qu'il repond & 
la formule : 

ANx Pep ACy (1) 

10 

dans laquelle : 

Pep est le fragment 27-77 de l'apoproteine All (forme monomere) et 
correspond a la sequence : 

15 EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

(SEQ. ID. No 1) 

ANx correspond a une deletion des x acides amines N-terminaux du peptide 
2 0 Pep ddfini ci-dessus, 

ACy correspond a une deletion des y acides amines C-terminaux du peptide 
Pep defini ci-dessus, 

x est un nombre entier compris entre 0 et 31 (ces valeurs etant incluses), 
y est un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs etant incluses), 
25 & l'exclusion des peptides pour lesquels les valeurs du couple (x, y) sont 
respectivement : (0,0) ; (13,0) ; (20.0) ; (23,0) ; (25,0) ; (27,0) ; (28,0) ; (29,0) ; 
(30,0) et (31,0). 

2. Peptide seion la revendication 1, caracterise en ce que dans la formule 
I, x est compris entre 8 et 15. 

30 3. Peptide selon la revendication L caracterise en ce que dans la formule 

I, x est compris entre 20 et 23. 

4. Composition pharmaceutique. caracterisee en ce qu'elle contient, en 

association avec un excipient physiologiquement acceptable, au moins un peptide 
de formule : 

35 
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ANxPepACy (I) 

dans laquelle : 

Pep est le fragment 27-77 de I'apoproteine All (forme monomere) et 
correspond a la sequence : 



EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

10 (SEQ. ID No 1 ) 

ANx correspond a une deletion des x acides amines N-terminaux du peptide 
Pep defini ci-dessus. 

ACy correspond a une deletion des y acides amines C-terminaux du peptide 
Pep defini ci-dessus, 

15 - x est un nombre entier compris entre 0 et 3 1 (ces valeurs etant incluses), 
y est un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs etant incluses), 
selon une quantity therapeutiquement efficace. 

5. Composition pharmaceutique selon la revendication 4, caracterisee en 
ce qu'elle est destinee au traitement ou a la prevention des affections liees aux 

20 hypercholesterolemies. 

6. Composition pharmaceutique selon la revendication 4. caracterisee en 
ce qu'elle est destinee a la prophylaxie ou la regression des plaques d'atherome 
et/ou la diminution des risques d'accidents cardio-vasculaires. 
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Figure n° 1 
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